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54. Fast screening and/or identification of a single base on a nucleic acid sequence, 
including applications. 

57. This method is characterized by: (1) hybridization of the sequence upon which 
the base to be identified is located using a nucleotide that is sufficiently elongated; 
(2) initiating synthesis of the template strand of the hybrid generated above in (1) - 
with this nucleotide functioning as catalyst in the presence of a polymerase without 
exonuclease 3'5* action and at least one modified nucleotide base; (3) screening for 
the nucleotide blocker base that is binding using any appropriate method. 
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Application: diagnosis of genetic diseases. 



EP 0 412 883 Al 

FAST SCREENING AND/OR IDENTIFICATION OF A SINGLE BASE ON A 
NUCLEIC ACID SEQUENCE, INCLUDING APPLICATIONS, 

The following invention is related to screening and/or identification of a single base on 
a nucleic acid sequence, including applications, in particular for the diagnosis of genetic 
diseases and for checking hybridization. 

Nucleic acid hybridization has been used to identify and establish the presence of 
nucleic acids. Hybridization is based on complementary base pairing. When 
complementary single strand nucleic acids are incubated together, the single strand 
nucleic acids in question pair to create a double strand hybrid molecule. The capacity of 
single strand DNA or RNA to create a structure composed of a complementary nucleic 
acid sequence is used as a method of both analysis and diagnosis. Availability of both 
radioactive triphosphate nucleotides with specific and significant activity, and 32 p DNA 
labeling with enzymes functioning as polymerase (e.g.; T 4 kinase), have made it possible 
to identify, isolate and characterize numerous nucleic acid sequences of biological 
significance. 

Hybridization is a significant criteria for screening particular nucleic acid sequences as 
in the following: 

- human or animal genetic diseases where a hereditary modification of the genetic base 
invokes morbid consequences (either through insertion, deletion or point mutation of a 
particular sequence); 

- cancer where rearrangements of DNA genomes are observed; 

- infections where foreign genomes are screened such as those of micro-organisms (e.g.; 
bacteria, fungi and viruses); 

- identification of individuals in general; 

- forensic medicine (e.g.; paternity and filiation); 

- the agri-food products domain (e.g.; crops and sanitary control). 

However, hybridization as a diagnostic tool may be limited due to the difficulty of its 
implementation (unwieldy techniques) or due to the absence of specificity (operational 
protocol). 
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Chemical study of hybridization has uncovered the effects of the concentration of each 
nucleic strand implicated, their lengths, base compositions, temperature, pH, ionic force 
and contextual viscosity. 

Temperature for example is crucial and must be kept below fusion temperature (Tm: 
temperature where 50 % of sequences occur as double strands). In a solution, optimal 
hybridization temperature is 25 0 C below Tm for a probe of 150 nucleotides and slightly 
lower for shorter probes. 

Thus, in general, when the goal is screening mutations on a single base, two kinds of 
probes may be used, depending on the case: nucleic acid probes generally above 150 
nucleotides, termed long probes, and short nucleic acid probes generally between 17 and 
24 nucleotides. When a mutation occurs where it can be recognized by a specific enzyme, 
termed restriction enzyme, Southern's technique may be used: this involves stages of 
DNA isolation, restriction enzyme digestion, gel electrophoresis, transfer to a filter and 
hybridization using a long probe related to the mutation area; following wash out and 
autoradiography, analysis of fragment size allows to confirm or reject the presence of 
mutations. The very unwieldy procedure requires that the mutation be dependent on a 
restriction area. When this is not the case, a short oligonucleotide probe with 17 to 24 
nucleotides may be synthesized where the center corresponds to the mutation that is to be 
screened. By selecting appropriate hybridization and rinsing conditions (specific to each 
system), hybridization may be achieved using a labeled oligonucleotide only in cases of 
perfect homology (a single nucleotide difference, at the mutation site in particular, creates 
destabilization of the hybridization). 

However, all of these methods present a number of disadvantages: 

- difficulty of sustaining temperature conditions so as to obtain appropriate hybridization; 

- potential compulsory presence of a restriction site; 

- blotting of the nucleic acid on a filter (Southern blot). 

The American patent AMERSHAM # 4,656,127 has made it possible to circumvent 
some of these disadvantages, in particular with respect to screening mutations where no 
restriction enzyme cleavage sites are present. 

This American patent # 4,656,127 describes a screening method for the mutation of a 
specific nucleotide base in a fragment of (DNA or RNA) nucleic acid that is targeted by: 

(a) hybridization of a target sequence probe to create a hybrid nucleic acid in which 
the tip of the probe is hybridized next to the specific nucleotide base; 

(b) mixing of the hybrid with a nucleotide derivative under conditions appropriate for 
elongating the probe, so as to promote junction of the nucleotide derivative with 
the probe tip, only when the specific base of the sequence corresponds (or does 
not correspond) to the mutation that is to be screened, as probes related to this 
derivative are resistant to digestion under particular conditions; 
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(c) digestion of the hybrid via exonuclease under conditions such that the double 
strand fragment is slowly digested, probe tip first, unless the tip in question has 
been connected with the nucleotide acid; 

(d) elimination of portions of the probe that are no longer hybridized with the nucleic 
acid chain; 

(e) and screening for a mutation of the specific nucleotide base in the target 
sequence by screening for the probe, or its absence, following digestion. 

This method implies use of a nucleotide derivative with specific properties, in addition 
to the probe, and consequently subsumes many steps. Additionally, it requires filter 
blotting of the nucleic acid, as well as labeling (of the probe or the nucleotide derivative). 

Thus, in the invention herein, the goal has been to provide an identification procedure 
for a specific nucleotide base, that is both fast and easy to implement, and that responds 
better to the demands of practice than previous state of the art, especially since this 
procedure does not necessitate complex operational protocols (i.e.; neither DNA blotting, 
nor probe labeling) while it applies to screening of specific nucleic acid sequences for 
genetic diseases, cancer, infections, human, animal or plant identification. 

The goal of the invention, herein, is screening and/or identification of a specific 
nucleotide base found on a nucleic acid sequence, and is characterized as follows: 

(1) hybridization of the sequence on which the base to be identified is found using a 
nucleotide of sufficient length to enable appropriate hybridization where, 
regardless of reaction temperature, the nucleotide hybridizes with the target 
sequence so that the 3' tip is next to the nucleotide base requiring screening 
and/or identification; 

(2) initialization of the synthesis of the template strand generated with the hybrid in 
(1), with this nucleotide functioning as catalyst in the presence of: 

- a polymerase without exonuclease 3*5' action and 

- at least one modified nucleotide base, that can bind with the catalyst extension 
product, with this binding blocking elongation of the extension; 

(3) screening for the nucleotide blocker base using any appropriate method, with this 
screening allowing for identification of the specific template nucleotide base 
found on the target sequence to be analyzed. 

In the invention herein, nucleotide refers both to an oligonucleotide with 10 to 50 bases 
and to a nucleotide with more than 100 bases. 

According to one advantageous implementation of such a method, the nucleotide 
blocker bases are didesoxynucleotides. 
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According to another advantageous implementation of such a method, the nucleotide 
blocker bases are labeled appropriately and specifically with a marker selected from 
radioactive substances, enzymes, chemical chromophore fluorescent products, or 
chemiluminescent products and appropriate antibodies. 

According to an advantageous provision of this implementation, the marker may be 
identical or different for each of the nucleotitidic blocker bases. 

According to a modality of this provision, when the four nucleotide blocker bases are 
differentially labeled, screening of the four blocker nucleotides is advantageously 
simultaneous. 

According to another advantageous implementation of this method , when the four 
blocker bases are labeled with identical markers, or when they are unlabeled, screening 
for the four nucleotide blockers occurs sequentially and/or separately. 

According to an advantageous provision of this mode of implementation, the 
pyrophosphate created during polymerization may be appropriately screened. 

This means that polymerization generates production of a pyrophosphate as follows: 

matrix - catalyst + dNTP > matrix - (catalyst + dNTP) + PPi 

By measuring the pyrophosphate in each of the reaction tubes, it is possible to 
determine for which of the bases polymerization has occurred. 

According to another advantageous provision of this mode of implementation each of 
the labeled nucleotide bases may be screened. 

This means that each reaction tube contains, in this case, a single labeled nucleotide 
base, the remaining three not having been labeled; measurement of the labeled base (via 
fluorescence, radioactivity, etc.) allows determining for which of the bases 
polymerization has occurred, unbound and unlabelled bases having been eliminated via 
wash out. 

This invention also presents the advantage of allowing for specification of operational 
conditions, separately from the nucleotide bases to be identified while avoiding filter 
blotting of the nucleic acid. 

The invention, herein, also pertains to a ready to use kit, or diagnostic set, for 
implementing procedures, which is characterized, in addition to appropriate amounts of 
buffering substances and suitable agents, as follows: 

- appropriate amounts of a nucleotide (used as catalyst) capable of hybridizing with the 
target sequence so that its 3' tip is next to the specific neucleotidic base to be 
screened; 
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- appropriate amounts of four modified nucleotide bases ready for binding with the 
catalyst extension product while blocking elongation of the extension; and 

- appropriate amounts of a polymerase, without 3' 5' exonuclease. 

According to an advantageous use of this kit, or diagnostic set, the modified nucleotide 
bases are didesoxynucleotides (ddTTP, ddGTP, ddATP, ddCTP). 

According to another advantageous use of this kit, or diagnostic set, the modified 
nucleotide bases are labeled appropriately and specifically using radioactive substances, 
enzymes, chemical chromophore fluorescent products or chemiluminescent products with 
appropriate antibodies. 

According to another advantageous use of this kit, or diagnostic set, there are also 
appropriate buffer amounts for measurement of the pyrophosphate. 

In addition to the preceding provisions, this invention subsumes additional provisions 
that are outlined in the following description. 

This invention may be better understood in light of the following description where 
examples of implemented procedures, subsumed by this invention, are presented. 

It should be noted, however, that the following exemplification is only an illustration 
of the object of this invention, and that it does not constitute limitations of any kind. 

Example 1 : Diagnosis of sickle cell disease u sing the procedure of this in ventipp 
(measurement of fluorescent didesoxynucleotides), 

Sickle cell disease, or sickle cell anemia, is caused by mutation of one of the exons of 
the B coding gene for the hemoglobin (Hb) B chain. This mutation, involving substitution 
of an adenine (A) with a thymine (B), modifies the codon GAG that translates into a 
glutamic acid (in G position) in normal Hb, into a GTG codon, that translates into a 
valine in abnormal Hb (HbS). The DNA used in this example corresponds to an amplified 
single strand DNA sequence. 

a) Blocking of amplification catalysts 

For each DNA matrix mix in a microcentrifuging tube: 
- 100 ng of DNA (amplified single strand) 

- 7 nl Sequenase agent 5X (= Tris-HCI pH 7.5.200 mM, NaCl, 250 mM; MgCl 2 100 mM) 

- H 2 0 qsp 22 jil 

- agitate with a vortex and centrifuge promptly 

- incubate in a water bath at 95° C for 2 minutes 

- promptly remove and place in a water bath at 37° C for 10 minutes 

- prepare a buffer for the DNA sample consisting of: 
-2.5tilDTT0.lM 

- 1 jxl of a mixture containing ddNTP diluted 1:400 (ddTTP: 112 jim; ddGTP: 1.12 (xm; 
ddATP: 3.36 jim; ddCTP: 8.96 \im); and 
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- H 2 0 qsp 6.5 ill 

- Sequenase 1 |xl (3 units) 

- remove tubes from the water bath, and promptly centrifuge 

- add buffer, and stir, 

- place tubes in a water bath at 37° C for 5 minutes, 

- remove tubes, and place them in ice. 

b^ Elimination of excess cold di desoxynucleotides 

Centricon 3 or 10 (Amicon) microseparation systems are used as they allow, via 
membrane filtration by accelerated centrifuge, retaining molecular specimens with a 
molecular weight above 3 000 to 10 000 Daltons (a nucleotide, for example, corresponds 
to 300 D and a 20 matrix synthesized oligonucleotide corresponds to 6 600 D). 

- place the reacting volume arising out of a) in a "Centricon" 3 or 10 and dilute if 
necessary. 

- centrifuge to less than 5 000 g following manufacture guidelines to recover minimal 
volume, 

- reverse the "Centricon" system 

- centrifuge to recover the reacting volume 

- bring volume back to 12 fxl. 

c) Microsequencing (procedure pertaining to the invention) 

For each DNA tube, add to the 12 jil: 

- 15 ng of oligonucleotide 5* CATGGTGCACCTGACTCCTG 3' (OA) corresponding to 
the sequence that ends next to the mutation 

- 7 \i\ Sequenase 5X agent as specified in a) above and proceed as for a); then prepare a 
buffer for each sample using: 

-2.5 \il DTT 0.1 M 

- 1 nl of a mixture diluted to 1:400 of fluorescent ddNTP (ddTTP: 1 12jiM; ddGTP: 
1.12jiM; ddATP: 3.36fiM; ddCTP: 8.96jiM). Fluorescent didesoxynucleotides are 
marketed by Du Pont (Genesis M 2000 DNA Analysis System); 

- H 2 0 qsp 6.5 nl 

- Sequenase 1 p.1 (3 units) 

- remove tubes from the water bath, promptly centrifuge, 

- add buffer, and stir 

- place tubes in a water bath at 37° C for 5 minutes 

- remove tubes, and place them in ice. 

d) Washing out excess fluorescent didesoxynucleotides 

- place samples on a Sephadex G50 column 

- recover elutes. 

e) Screening 
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Screening occurs for each of the samples following electrophoretic migration and 
stimulation, using a laser for example. Signals are analyzed with a fluorometer. 

Distributions, a (control) and b (patient) as shown in Figure 1 allow screening for the 
position of a potential mutation, with binding of ddATP in -a- for a healthy individual 
and binding of ddTTP in -b- for the homozygous individual. 

Example 2: Microsequencing of a base on a nucleic acid sequence (bacteriophage 
M13 m P 8 DNA^ 

a) Initial materials 

Single strand bacteriophage M13mp8 DNA 
Synthesized oligonucleotide termed Universal Primer of the sequence: 
3 TG ACCGGC AGC AAAATG5 ' . The first base for binding on the catalyst in the 5' 
->3' direction is a G. . 

b) Procedures 

Procedures are equivalent to procedures for screening point mutations beginning with 
step c in example 1. Steps a and b are unnecessary, since DNA of the phage Ml 3 is not 
contaminated with oligonucleotides. 

A variation of procedures follows: 

- 3 ng single strand DNA M13 , 

- 15 ng oligonucleotide universal primer 

- 7 \xl Sequenase 5X buffer 
-H 2 Oqsp22|il 

Screening reveals binding of a didesoxy GTP on the primer, which corresponds to 
expectations, as in figure 2 showing results obtained with two different ddNTP solutions 
(1:200) (a) and (1:400) (b). 

As evidenced in the above, this invention is clearly not limited to the implementations, 
realizations and applications that have been explicitly detailed; rather it embraces all the 
variations that technicians can conceive of in this domain, without falling short of the 
framework and scope of this invention. 



Claims 

1) Procedure for screening and/or identification of a specific nucleotide base located in a 
nucleic acid sequence and characterized by: 

(1) hybridization of the sequence upon which the base to be identified is located, 
using a nucleotide of sufficient length to allow for correct hybridization, regardless of 
reaction temperature, with the nucleotide hybridizing on the target sequence so that its 3' 
tip is next to the specific nucleotide base to be screened and/or identified; 
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(2) initiating synthesis of the template strand of the hybrid generated above (1) - with 
this nucleotide functioning as catalyst in the presence of 

- a polymerase without exonuclease 3*5' action and 

- at least one modified nucleotide base that can bind to the catalyst's extension 
product, with binding blocking the elongation of the extension; 

(3) screening the nucleotide blocker base that is binding using any appropriate 
method, with screening allowing for identification of the specific complementary 
nucleotide base present on the target sequence that is the object of the analysis. 

2 ) Procedure according to Claim No.l, where blocker nucleotide bases are 
didesoxynucleotides. 

3 ) Procedure according to Claim No. 1 or Claim No. 2, where blocker nucleotide bases 
are appropriately labeled, in particular with a marker that has been selected from 
radioactive substances, enzymes, chemical chromophore fluorescent products or 
chemiluminescent products and appropriate antibodies. 

4 ) Procedure according to Claim No. 3, where markers are identical or different for each 
of the blocker nucleotide bases. 

5 ) Procedure according to Claim No. 4, where resulting from differential labeling of the 
four blocker bases, screening of the four blocker nucleotides is advantageously 
simultaneous. 

6 ) Procedure according to any one of Claims No. 1 through No. 4, where resulting from 
identical labeling of the four blocker bases or non-labeling, screening of the four 
nucleotides occurs either sequentially and/or separately. 

7 ) Procedure according to Claim No. 6, where the pyrophosphate created during 
polymerization is measured in an appropriate manner, with this pyrophosphate 
measurement allowing determining for which of the bases polymerization has occurred. 

8 ) Procedure according to Claim No. 6, where each of the labeled nucleotide blocker 
bases may be screened. 

9 ) Ready to use kit, or diagnostic set, for implementation of the procedure according to 
any one of Claims No. 1 through 8 where, in addition to containing appropriate amounts 
of buffers and agents for implementation of procedures, it contains: 

- aappropriate amounts of a nucleotide used as catalyst, that can hybridize with the target 
sequence so that its 3* tip is next to the specific nucleotide base to be screened. 

- appropriate amounts of the four modified nucleotide bases for binding with the 
catalyst's extension product while blocking elongation of that extension; 

and 

- appropriate amounts of a polymerase without exonuclease 3 '5* action. 

10 ) Kit, or diagnostic set, according to Claim No. 9, where the modified nucleotide bases 
are didesoxynucleotides. 
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11) Kit, or diagnostic set, according to Claim No 9 or 10, where the nucleotide bases are 
labeled appropriately, in particular with markers selected from radioactive substances, 
enzymes, chemical chromophore fluorescent products or chemiluminescent products and 
appropriate antibodies. 

12 ) Kit, or diagnostic set, according to any one of Claims No. 9 through 1 1, 
characterized in that it also includes appropriate reaction agents for the measurement of 
pyrophosphate. 

13 ) Application of the procedure according to any one of Claims No 1 through 8 for 
screening of particular nucleic acid sequences related to diseases such as genetic diseases 
or cancer, infections, or allowing for identification of individual humans, animals or 
plants. 



10 



0 



Europatsches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 




0 Numero de publication: 0 412 883 A1 



DEMANDE DE EJREVET EUROPEEN 



(jj) Numero de depot: 90402224.1 
<g> Date de d<§p6t; 02,08.90 



© Int. CIAC12Q 1/68 



<£) Priorite: 11,08,89 FR 8910802 


inventeur: Jeanpierre, Marc 




94, rue Lecourbe 


© Date de publication de la demande: 


F-75015 Paris(FR) 


13.02.91 Bulletin 91707 


Inventeur: Gfnot, Frederic 


© Etats contractants d^signes: 


3, rue des Ebisolres 


F-78370 Plaisir(FR) 


AT BE CH DE DK ES FR GB GR IT LI LU NL SE 


Inventeur: Martinez, Wlaiie-Christlne 


® Demandeur: B6RTIN & CIE 


2 rue du Colonel Candelot 


F-92340 Bourg-la-Reine(FR) 


Zone Industrielle Botte postale 3 


Inventeur Roussel, Brigitte 


F-78373 Plaisir Cedex(FR) 


63 voie des Sculpteurs, Residence les 


© Inventeur Cohen, Daniel 


Ptatanes 


F-92800 Puteaux(FR) 


5, rue Jeanne d'Arc 


Inventeur: Trcton, Agn&s 


F-94160StMande(FR) 


12 place Bonsergent 


Inventeur: Dufau, Frederic 


F-76010 Paris(FR) 


9, Hameau de Bols-Fontaine 




F-78170 La Gelle-St-Cloud(FR) 


® Mandataire: Ores, Bernard et al 


inventeur: Hache, Jean 


3, altee de I'Epee 


Cabinet ORES 6, Avenue de Messlne 


F-78960 Votsins fe Bretonneux(FR) 


F-7S008 Paris(FR) 



ProcSde rapide de detection et/ou d'identiffcation d'une seule base sur une sequence d'acide 
nucleique, et ses applications. 
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© Ce proced4 est caracterisg en ce que : 

(1) on hybride la sequence sur iaquelle se trouve 
la base a identifier avec un nucleotide de lon- 
gueur suffisante ; 

(2) on debute la synthase du brin compl^mentaire 
de Thybride obtenu en (1), - ledct nucleotide ser- 
vant d'amorce en presence : 

- d'une polymerase sans action exonucl^ese 3V 
et 

- d'au moins une base nucieotidique modiftee ; 

(3) on detect© la base nucteotidique bloquante 
incorporee par tout moyen approprig. 

Application : diagnostic des maladies genet:- 
cjues. 
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PROCEDE RAPIOE DE DETECTION ET/OU D 'IDENTIFICATION D'UNE SEULE BASE SUR UNE SEQUENCE 

D'ACIDE NUCLEIQUE, ET SES APPLICATIONS. 



La prSsente invention est relative h un procede 
de detection et/ou d'identrfication d'une seule base 
sur une sequence d'acide nucleique, ainsi qu'£ ses 
applications, notamment dans le diagnostic des 
maladies genetiques et dans le controle d'une hy- 
bridation. 

(.'hybridation d'acide nucleique a £te utilise 
pour etudier Tidentite et etablir la presence deci- 
des nucieiques. L'hybridation est bases sur Tappa- 
riement de bases compiementaires. Lorsque des 
acides nucieiques simple brin compiementaires 
sont incubes ensemble, lesdits acides nucieiques 
simple brin s'apparient pour former une molecule 
hybride double brin. La capacite de TADN simple 
brin ou de TARN 2t former une structure avec une 
sequence d'acide nucleique complementaire est 
utilisee comme method© d'analyse et de diagnos- 
tic. La disponibilite de nucleosides triphosphates 
radioactifs ayant une activity specifique Importante 
et !e marquage de TADN au aa P en presence 
d'enzymes a fonction polymerase, par exemple la 
T* kinase, a permis d'identifier, d'isoier et de ca- 
racteriser de nombreuses sequences d'acides nu- 
cieiques d'inter§t biologique. 

L'hybridation represents un crit&re important 
dans la detection de la presence de sequence 
d'acide nucleique particutieres comme par exemple 

- dans les maladies genetiques humeines ou ani- 
males oO une modification herlditaire du patrimoi- 
ne genetique a des consequences morbides (par 
insertion, deletion ou mutation ponctuelle d T une se- 
quence particulfere) ; 

- dans les maladies cance reuses, ou des rearran- 
gements de TADN genomique sont observes ; 

- au cours des infections oO Ton decfele la presen- 
ce de genomes etrangers teis que celui des mi- 
croorganismes (bacteries. champignons et virus 
par exemple) : 

- pour Identification des individus en general : 

. en medecine legale (paternity, filiation par exem- 
ple), 

- dans le domain© agroalimentaire (plantes, contrd- 
le sanitaire par exemple). 

Cependant, l'hybridation comme outil de dia- 
gnostic peut Stre limine par la difficulty de sa mise 
en oeuvre (techniques fourdes) ou par {'absence de 
specificity de l'hybridation (protocole operatoire). 

En effet, Vetude chimique de l'hybridation a 
mis en Evidence influence de la concentration de 
chacun des brins d'acides nucieiques impiiques. 
de leurs longueurs, de leurs compositions en ba- 
ses, de la temperature, du pH, de la force ionique, 
de la viscosite du milieu. 

2- 



La temperature notamment, est critique et doit 
rester inferieure a la temperature de fusion (Tm : 
temperature a laquelle 50 % des sequences sont 
sous forme double brin). En solution, la temperatu- 

5 re optimale ^hybridation est 25 *C en dessous de 
la Tm pour une sonde de 150 nucleotides et lege- 
rement plus basse pour ids sondes plus courtes. 

Ainsi lorsque Ton veut detecter un mutation 
portant sur une seule base, on peut generalement 

io utiliser, selon les ces. deux types de sondes : des 
sondes d'acide nucleique dites longues, superieu- 
res k 150 nucleotides en general, ou des sondes 
d'acide nucleique dites courtes entre 17 et 24 
nucleotides en general. Si la mutation intervient 

is dans un sfte reconnu specifiquement par une enzy- 
me dtte de restriction, on peut utilizer la technique 
de Southern : celle-ci comporte les etapes d'isole- 
ment de I'ADN, de digestion par Tenayme de res- 
triction, d'eiectrophorfese sur gel. de transfert sur 

20 une membrane et d'hybridation & I'aide d'une son- 
de longue interessant fa region de la mutation ; 
aprSs lavage et autoradiographie, Tanalyse des tall- 
ies des fragments obtenus permet d'infirmer ou 
confirmer la presence de la mutation. Le procede 

25 tres burd necessite que la mutation interesse un 
site de restriction. Si ce n'est pas le cas, on peut 
synthetiser une sonde courte oiigonucieotidique de 
17 k 24 nucleotides dont le centre coincide avec la 
mutation que i'on veut detecter. En choisissant des 

30 conditions appropriees d'hybrtdation et de ringage 
(specifique de chaque systfeme), on ne peut obtenlr 
. une hybridation h I'aide de roligonucleotide mar- 
quee qu'en cas d'homologie parfaite (une seule 
difference nucleotidique, notamment h I'endroit de 

35 la mutation, entratne la destabiiisation de l'hybrida- 
tion). 

Cependant. ces dlfferentes methodes presen- 
tent un certain nombre d'inconvenients: 

- conditions de temperature difficiles a maWser, 
to pour obtenir une hybridation appropriee ; 

- eventuellement presence obligatoire d'un site de 
restriction ; 

- immobilisation de Tacide nucleique sur membra- 
ne (Southern blot). 

<$ Le Brevet Americain AMERSHAM n* 4 656 

127, a permis de pallier certains de ces inconve- 
nients, notamment en ce qu'il permet de detecter 
une mutation presente a un endroit ne presentant 
pas de site de clivage par une enzyme de restric- 

$o tion. 

Ce Brevet Americain n" 4 656 127, decrit une 
melhode de detection de la mutation d'une base 
nucleotique specifique dans un fragment d'acide 
nucleique (ADN ou ARN) cibie par : 
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(a) hybridation d'une sonde avec la sequence 
dble pour former un hybride d'acide nucleique, 
dans lequel une extremity de la sonde est hybri- 
dee de manure adjacente h la base nucieotidi- 
que specifique ; 

(b) melange de Phybride avec un derive nucieo- 
lidique dans des conditions appropri§es k I'elon- 
gation de la sonde, de manure h permettre la 
jonction derive nucteotidique - extr^mite de la 
sonde, seulement si (a base specifique dans la 
sequence cible est (ou n'est pas) la mutation a 
detector, une sonde associee audit derive nu- 
cleotidique etant rdsistante & une digestion dans 
des conditions particulieres ; 

(c) digestion de I'hybride par une exonuclease 
dans des conditions telles que le fragment dou- 
ble brin est progressivement digsre a partir de 
I'extremite de la sonde a moins que iadite extre- 
mite ait ete mise en jonction avec ledit derive 
nucleotidique : 

(d) elimination de$- portions de la sonde qui r.e 
sont plus hybridees a la chalhe d'acide nuclei- 

* que ; 

(e) et detection d'une mutation de la base nu- 
cleotidique specifique dans la sequence cable 
par detection de la presence ou de I'ebsence de 
la sonde aprfes digestion. 

Ce precede implique en particulter en plus de 
la sonde, Putilisation d'un deriv^ nucleotidique 
ayant des proprietes particulieres et comporte de 
ce fait encore de nombreuses etapes. De plus, it 
necessite. pour sa realisation, une immobilisation 
de Tacide nucleique sur une membrane et egale- 
ment un marquage (de la sonde ou du derive 
nucleotidique). 

La presente invention s'est en consequence, 
donnS pour but de pourvoir k un procede d'identrfi- 
cation d'une base nucleotidique specifique, afse et 
rapide a mettre en oeuvre. qui nSpond mleux aux 
n^cessites de la pratique que les proems de I'Art 
enterieur, notamment en ce que le procede confor- 
me a ('invention ne n^cessite pas un protocole 
operatoire complexe. e'est-k-dire ne necessite ni 
immobilisation de I'ADN, ni marquage de la sonde, 
et s'applique a (a detection de sequences d'acide 
nucleique particulieres, notamment dans les mala- 
dies genetiques, les maladies cancereuses, les in- 
fections, 1'identification d'individus humains, ani- 
maux ou vegetaux. 

La presente invention a pour objet un procede 
de detection et/ou ^identification d'une base nu- 
cleotidique specifique present© sur une sequence 
d'acide nucleique, caracterise en ce que : 

(1) on hybride la sequence sur laquelle se trou- 
ve la base k identifier avec un nucleotide de 
longueur suffisante pour permettre one hybrida- 
tion correcte, quelle que sort la temperature de 
reaction, ledit nucleotide s'hybridant avec (a se- 



quence cible, de mani&re a ce que son extremi- 
te 3 soit adjacente & la base nucleotidique" 
specifique h detecter eVou & identifier ; 
(Z) on debute la synthase du brin complements- 
5 re de I'hybride obtenu en (t). - ledit nucleotide 
servant d'amorce en presence : 

- $ d'une polymerase sans action exonuclease 
3 5 et 

- d'au moins une base nucleotidique modifiee, 
jo de maniere & etre incorporate dans le produit 

d'extension de ramorce. Iadite incorporation blo- 
quant reiongation dudrt produit d'extension ; 
(3) on detecte la base nucleotidique bloquante 
incorporee par tout moyen approprie, Iadite d£- 
is tection permettant dldentifier la base nucleotidi- 
que specifique compiementaire presente sur la 
sequence cible a analyser. 
On entend par nucleotide, au sens de la pre- 
sente invention, aussi bien un oligonucleotide^ 
zo comprend de 10 a 50 bases qu'un nucleotide pou- 
vant comprendre plus de cent bases. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux 
dudit procede, les bases nucleotidiques bloquantes 
sont des didesoxynucieotides. 
25 Selon un autre mode de mise, en oeuvre avan- 
tageux dudit procede, lesdites bases nucleotidi- 
ques bloquantes sont marquees de manure appro- 
priee notamment par un marqueur choisi dans le 
group© qui comprend des sub stances radioacti- 
ve* ves, des enzymes, des produits chimiques chromo- 
phores fluorescents ou chimioluminescents et des 
anticorps appropries. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de mise en oeuvre, le marqueur est identique ou 
35 different pour chacune des bases nucleotidiques 
bloquantes. 

Selon une modaiite de cette disposition, iors- 
que les quatre bases bloquantes sont marquees a 
Taide de marqueurs differents, la detection des 
<o quatre nucleotides bloquants est avantageusement 
simultanee. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avan- 
tageux dudit precede, lorsque les quatre bases 
bloquantes sont marqoees de maniere identique ou 
as bien lorsqu'elles ne sont pas marquees, la detec- 
tion des quatre nucleotides bloquants est realisee 
successivement et/cu separement 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de mise en oeuvre, on detecte, de maniere eppro- 
50 priee. le pyrophosphate forme lors de la reaction 
de polymerisation. 

En effet, la reaction de polymerisation gen£re 
la production d'un pyrophosphate, comme suit : 
matrice - amorce + dNTP — > matrice • (amorce 
55 + dNMP) + PPj. 

En mesurant le pyrophosphate dans chaque 
tube de reaction, il est possible de determiner pour 
laquelle des bases une reaction de polymerisation 
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s'est produlte. 

Selon une autre disposition, avantageuse de ce 
mode de mise en oeuvre, on detecte chaque base 
nuclSoticfique marquee. 

En effet, chaque tub© de reaction contient, en 
ce cas, une seule base nucteotidique marquee, les 
trois autres ne Petant pas ; la mesure de (a base 
marquee (par fluorescence, radioactivity...) permet 
de determiner pour laquelie des bases une reaction 
de polymerisation s'est produite, les bases mar- 
quees non incorporees etant eliminees par lavage. 

• Le precede conforme a invention a notam- 
ment Pavantage de permettre de dSfinir les condi- 
tions operatoires, independamment de la base nu- 
cleotidique h identifier et de ne pas necessiter 
demobilisation de Pacide nucteique sur une mem* 
brane. 

La presente invention a egalement pour objet 
un kit ou coffret de diagnostic, pr§t a Pempioi, pour 
la mise en oeuvre du proc6d6 conforme & Pinven- 
tion, caract^rise en ce qu'll comprend outre les 
quantites convenables de reactifs et tampons adap- 
tes & la mise en oeuvre du precede : 

- des quantity appropriees d'un nucleotide 
(servant d'amdrce) capable de s'hybrider avec la 
sequence cible de manifere a ce que son extr^mite 
Z soit adjacente a la base nucleotidique sp^cifique 
a detecter ; 

- des quantites appropriees de quatre bases nu- 
cieotidiques modifiees de maniere a §tre incorpora- 
bles dans le produit d'extension de Pamorce tout 
en bloquant Pelongation dudit produit d'extension ; 
et 

- des quantites appropriees d'une polymerase sans 
action exonuciease 3*5 . 

Selon un mode de realisation avantageux dudit 
kit ou coffret, les bases nucteotidiques modifies 
sont des didesoxynucleotides (ddTTP, ddGTP, 
ddATP. ddCTP). 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
dudit kit ou coffret, les bases nucl^otidiques modi- 
fies sont marquees de maniere appropriee notarn- 
ment par un marqueur choisi dans le groupe qui 
comprend des substances redioactives, des enzy- 
mes, des produits chimiques chromophores fluo- 
rescents ou chimiotuminescents et des anticorps 
appropries. 

Seion encore un autre mode de realisation 
avantageux dudit kit ou coffret ii comprend, en 
outre, des reactifs appropri£s pour ie dosage du 
pyrophosphate. 

Outre les dispositions qui precedent, Pinvention 
comprend encore d'autres dispositions, qui ressor- 
tiront de la description qui va suivre. 

L'invention sera mieux comprise a Paide du 
complement de description qui va suivre, qui se 
refere & des exemples de mise en oeuvre du 
proced^ objet de la presente invention. 



II doit £tre bien entendu, toutefois. que ces 
exemples sont donnes uniquement a titre d'illustra- - 
tion de Pobjet de Pinvention, dont ils ne constituent 
en aucune manifere une limitation. 

s 

Exemple 1^ : diagnostic de {a drepanocytose par ie 
procede conforme a Pinvention (mesure des dide^ 
soxynucteotides fluorescents). 

10 

La drepanocytose ou anemie falciforme est 
due a une mutation dans Pun des exons du gene p 
codant pour la chatne p de Phemoglobine (Hb). 
Cette mutation consistent en une substitution d'une 

is adenine (A) par une thymine (T), modifie le codon 
GAG, traduit en un acide glutamique (en position 
G) dans PHb normale* en codon GTG. traduit en 
une valine dans PHb anorrnale (HbS). L' ADN qui a 
ete utilise dans cet exemple correspond k une 

20 sequence d f ADN amplifie simpie-brin. 



a) Blocage des amorces d'amplification. 

s$ * melanger dans un tube de microcentrrfuga- 

tion. pour chaque ADN matrice : 
- 100 ng d'ADN (simple-brin amplifie) 

- 7 ul de tampon Sequenase 5X (= Tris-HCi pH 
7,5, 200 mM ; Nad, 250 mM ; MgCla. 100 mM) 

iio - H 2 0 qsp 22 ul 

* agiter a Paide d'un vortex et centrifuger rapi de- 
ment 

* incuber au bain-marie a 95" G pendant 2 minutes. 

* eniever vite et placer au bain-marie a 37* C 
35 pendant 10 minutes. 

* preparer le tampon de reaction pour un echantil- 
ion d'ADN, constitue de : 

- 2,5 ul DTT 0.1 M 

- 1 ul d'un melange de ddNTP.dilue au 1/400 
40 (ddTTP : 112 uM ; ddGTP : 1,12 uM ; ddATP ; 

3.36 uM ; ddCTP : 8,96 uM) ; et 

- HzO qsp 6,5 ul 

* Sequenase 1 ul (3 unites) 

* eniever les tubes du bain-marie et centrifuger 
43 raptdement, 

* ajouter le tampon de reaction et melanger, 

* placer au bain-marie & 37* C, pendant 5 minutes. 

* eniever les tubes et les placer dans la glace. 

BO 

b) Elimination des didesoxynucleotides froids en 
exces 

On utilise les systemes de microseparation 
ss Centrigon 3 ou 10 (Arnicon) qui, par filtration sur 
membrane accellree par centrifugation, permettent 
de retenir des espfeces moieculaires de poids mo- 
leculaire superleur a 3 000 ou 10 000 Daltons (par 
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exemple: un nucleotide correspond k 330 0 et un 
oligonucleotide de synthase de 20 meres corres- 
pond & 6 600 0). 

* disposer le volume r^actionnel issu de a) dsns un 
"Centricon- 3 ou 10 et dlluer si n^cessaire, 

- centrifuger h moins de 5 000 g en suivant les 
instructions du fabricant, de fagon a r^cuperer un 
volume minimal. 

- inverser le systfeme "Centricon", 

- centrifuger pour rgcuperer le volume reectionnel, 

- ramener le volume obtenu a 12 ul. 



c) Micro$6quengage (procede conforme a .('inven- 
tion) 

* Pour chaque tube d'ADN, ajouter aux 12 ul : 
-15 ng ^oligonucleotide 5 CATGGTGCACCT- 
GACTCCTG 3' (OA), correspondent h la sequence 
$'arr§tant a la base adjacent© k la position de la 
mutation 

- 7 ui de Tampon SequSnase 5X tel que defini en 
a) ci-dessus et proceder comme dans a) ; puis 

w preparer le tampon de reaction constitu^ pour 
cheque echantillon de : 

- 2.5 ill DTT 0,1 M 

- 1 ul d'une dilution au l/400eme d'un melange de 
ddNTP fluorescents {ddTTP : 112UM : ddGTP' : 
1,1 2uM ; ddATP* : 3.36M-M ; ddCTP' : 8,96uM), 
Les didesoxynucleotides fluorescents sont vendus 
par Du Pont (GenesisTM 2000 ON A Analysis Sys- 
tem) ; 

- H 2 0 qsp 6.5 ul 

- Sequenase 1 ul (3 unites) 

* enlever les tubes du bain-marie, centrifuger rapi- 
dement, 

* ajouter te tampon de reaction, melanger, 

" placer au bain-marie a 37* C. pendant 5 mns« 

* enlever les tubes et placer les dans la glace. 

d) Lavage des didesoxynucleotides fluorescents en 
exces: " 

* passer les echantitlons sur colonne de Sephe- 
dex G50, 

r recuperer ies eluats. 



e) Detection 

La detection se fait pour chaque Echantillon 
apres migration electrophcretique et excitation par 
une source telle qu'un laser. Le signal est analyse 
par un fluorometre. 

On obtient les courbes a (temoin) et b 
(malade). comme visible sur la figure 1, qui permet 



de detecter au niveau de la position correspondent 
a une Sventuelle mutation, ('incorporation d'un 
ddATP en a. pour Pindividu sain et pour Pindividu 
malade homozygote en b, Tincorporation rj'un 
5 ddTTP. 



Exemple 2 : Miorosequengage d*une base sur 
une sequence d'aclde nucteique { ADN du 
w bacteriophage M13 mp8). * 



a) Materiel de depart 

15 * ADN simple brin de bacteriophage M13mp8 
* Oligonucleotide de synthese dit Primer Universel 
de sequence : 3'tgACCGGCAGCAAAATGS' 
La premier© base incorporee sur i'amorce dans le 
sens 5— >3' est un G. 

b) Protocole 

Le protocole est Equivalent au protocole de 
25 detection de mutation ponctuelle a partir de Tetape 
c de Texemple 1 . Les etapes a et b sont inutiles, r 
ADN du phage Ml 3 6tant non containing par des 
oligonucleotides. 

En variants, le protocole est le suivant ; 
3C - 3 ug d'A.D.N, simple-brin M13 

- 15 ng d'oligonucleotide primer universel 

- 7 ul de* Tampon 5X Sequenase 

- H2O qsp 22 ul 

La detection revele Incorporation sur le primer 
35 d'un dideoxy GTP, ce qui correspond au resultat 
atiendu, comme visible sur la figure 2, qui montre 
les r^sultats obtenus avec deux dilutions differen- 
tes des ddNTP (1/200 (a) et 1/400eme (b)). 

Ainsi que cela ressort de ce qui precfede. I'in- 
40 vention ne $e limite nullement h ceux de ses 
modes de mises en oeuvres. de realisation et ^ap- 
plication qui viennent d'itre dScrits de far;on plus 
expiicite ; efle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a Pesprit du technicien 
45 en la matfere, sans s'ecarter du cadre, ni de la 
portee de la presents invention. 



Revendications 

1*) Procede de detection et/ou d 'identification 
d'une base nucl^otidique specifique presente sur 
une sequence d'acide nucl^ique, caracteVise en ce 
que : 

$s (i ) on hybride la sequence sur laquelle se trou- 
ve la base & identifier avec un nucleotide de 
longueur suffisant© pour permettre une hybrida- 
tion corrects, quelle que soit la temperature de 
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reaction, ledit nucleotide s'hybridant evec la se- 
quence cible, de maniere a ce que son extremi- 
ty 3' soit adjacente a la base nucieotidique 
specifique k detecter et/ou a identifier ; 

(2) on debute la synthase du brin compiementai- s 
re de J'hybride obtenu en (1). - ledit nucleotide 
servant d'amorce en presence ; 

- d'une polymerase sans action exonuciease 
3$ et 

- d'au moins une base nucieotidique modrfiee, w 
de maniere a gtre incorporable dans le produit 
d'extension de Pamorce, ladite incorporation bio- 
quant relongation dudit produit d'extension ; 

(3) on detecte la base nucieotidique bloquante 
incorporee par tout moyen approprie. ladite de- ie 
tection permettant dldentifier la base nucieotidi- 
que specifique comptementaire presente sur la 

^ sequence cible a analyser. 

2 ) Precede seion la revendication 1, caracterise 

en ce que les bases nucieotidiques bloquantes 30 
sont des didesoxynucieotides. 

3 ) Precede selon (a revencication 1 ou la revendi- 
cation 2, caracterise en ce que lesdrtes bases 
nucieotidiques bloquantes sont marquees de ma- 
niere appropriee. notamment a raide d'un mar- 25 
queur choisi dans le groupe qui comprend des 
substances radioactives. des enzymes, des pro- 
ducts chimiques chromophores fluoresoents ou chi- 
mjoluminescents et des anticorps appropries. 

4*) Procede selon la revendication 3. caracterise so 
en ce que le marqueur est identique ou different 
pour chacune des bases nucieotidiques bloquan- 
tes. 

5 ) Precede selon la revendication 4, caracterise 

en ce que lorsque les quatre bases bloquantes vs 
sont marquees a I'aide de marqueurs differents. la 
detection des quatre nucleotides bloquants est 
avantageusement simultanee* 

6 ) Procede selon Tune quelconque des revendh 
cations 1 a 4, caracterise en ce que lorsque ies 40 
quatre bases bloquantes sont marquees de manie- 
re identique ou bi©n iorsqu'elles ne sont pas mar- 
quees, la detection des quatre nucleotides blo- 
quants est reaiisee successivement etfou separe- 
ment. ^ ^ 

7 ) Procede selon ia revendication 6, caracterise 
en ce qu'on dose, de maniere appropriee, le pyro- 
phosphate forme lors de la reaction de polymerisa- 
tion, ledit dosage de pyrophosphate permettant de 
determiner pour laquelle des bases une reaction de so 
polymerisation s'est produite. 

8 ) Procede selon fa revendication 6. caracterise 
en ce qu'on detecte chaque base nucieotidique 
bioquante marquee. 

9 ) Kit ou coffret de diagnostic, pret a i'emploi, st 
pour la mise en oeuvre du precede sefon Pune 
quelconque des revendications 1 a 8, caracterise 

en ce qu'il corriprend outre les quantites convena- 



bles de reactifs et tampons adaptes a la mise en 
oeuvre du procede : 

- des quantites appropriees d'un nucleotide, ser- 
vant d'amorce, capable de s'hybrider avec la se- 
quence cible de maniere a ce que son extremite 3' 
soit adjacente. a la base nucieotidique specif ique a 
detecter ; 

- des quantWs appropriees de quatre bases nu- 
cieotidiques modifiees, de manure a §tre incorpo- 
rables dans le produit d'extension de I'amorce tout 
en btoquant relongation dudit produit d'extension ; 
©t 

- des quantites appropriees c"une polymerase sans 
action exonuciease 3 5. 

10*) Kit ou coffret selon la revendication 9. carac- 
terise en ce que les bases nucieotidiques modi- 
fiers sont des didesoxynucieotides. 
n ) Kit ou coffret selon la revendication 9 ou la 
revendication 10, caracterise en ce que les bases 
nucieotidiques rnodiflees sont marquees de manie- 
re appropriee. notamment a raide d'un marqueur 
choisi dans le groupe qui comprend des substan- 
ces radioactives, des enzymes, des produits chimi- 
ques chromophores fluoresoents ou chimiolumines- 
cents et des anticorps appropries. 

12 ) Kit ou coffret selon Tune quelconque des 
revendications 8 a 11, caracterise en ce qu'il com- 
prend, en outre, des reactifs appropries pour le 
dosage du pyrophosphate. 

13 ) Application du procede selon Tune quelcon- 
que des revendications 1 a 8, a- la detection de la 
presence de sequences d'acides nucleiques parti- 
culieres associees a des maladies, telles que mala- 
dies genetiques ou maladies cancereuses, a des 
infections, ou propres a permettre ('identification 
d'individus humains, animaux ou vegetaux. 
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© Procede rapide de detection et/ou d'identification d'une seule base sur une sequence d'acide 
nucleique, et ses applications. - 



© Ce procede est caracterise en ce que : 

(1) on hybride la sequence sur laqueile se trouve 
ia base a identifier avec un nucleotide de lon- 
gueur suffisante ; 

(2) on debute la synthese du brin complementaire 
de I'hybride obtenu en (1), - (edit nucleotide ser- 
vant d'amorce en presence : 

^ - d'une polymerase sans action exonuclease 3 5 
et 

- d'au moins une base nucleotidique modified ; 
qq (3) on detecte la base nucleotidique bloquante 

incorporee par tout moyen approprie. 
J^J Application : diagnostic des maladies geneti- 
ques. 
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PROCEDE RAPIDE DE DETECTION ET/OU D'IDENTIFICATION D'UNE SEULE BASE SUR UNE SEQUENCE 

D'ACIDE NUCLEI QUE, ET SES APPLICATIONS. 



La presente invention est relative a un procede 
de detection et/ou d'identification d'une seule base 
sur une sequence d'acide nucleique, ainsi qu'a ses 
applications, notamment dans le diagnostic des 
maladies genetiques et dans le controle d'une hy- 
bridation. 

L'hybridation d'acide nucleique a ete utilisee 
pour etudier Pidentite et etablir la presence deci- 
des nucleiques. L'hybridation est basee sur i'appa- 
riement de bases complementaires. Lorsque des 
acides nucleiques simple brin complementaires 
sont incubes ensemble, lesdits acides nucleiques 
simple brin s'apparient pour former une molecule 
hybride double brin. La capacite de PADN simple 
brin ou de TARN a former une structure avec une 
sequence d'acide nucleique complementaire est 
utilisee comme methode d'anaiyse et de diagnos- 
tic. La disponibiiite de nucleosides triphosphates 
radioactifs ayant une activite specifique importante 
et le marquage de PADN au ^P en presence 
d'enzymes a fonction polymerase, par exemple la 
T* kinase, a permis d'identifier, d'isoler et de ca- 
racteriser de nombreuses sequences decides nu- 
cleiques d'interet biologique. 

L'hybridation represente un critere important 
dans la detection de la presence de sequence 
d'acide nucleique particulieres comme par exemple 

- dans les maladies genetiques humaines ou ani- 
mates ou une modification hereditaire du patrimoi- 
ne genetique a des consequences morbides (par 
insertion, deletion ou mutation ponctuelle d'une se- 
quence particuliere) ; 

- dans les maladies cancereuses, ou des rearran- 
gements de TADN genomique sont observes ; 

- au cours des infections oD Ton decele la presen- 
ce de genomes etrangers tels que celui des mi- 
croorganismes (bacteries, champignons et virus 
par exemple) ; 

- pour Identification des individus en general : 

. en medecine legale (paternite, filiation par exem- 
ple), 

. dans le domaine agroalimentaire (plantes, contro- 
le sanitaire par exemple). 

Cependant, ('hybridation comme outil de dia- 
gnostic peut etre limitee par la difficulte de sa mise 
en oeuvre (techniques lourdes) ou par Pabsence de 
specificite de Phybridation (protocole operatoire). 

En effet. Petude chimique de l'hybridation a 
mis en evidence Pinfluence de la concentration de 
chacun des brins d'acides nucleiques impliques. 
de leurs longueurs, de leurs compositions en ba- 
ses, de la temperature, du pH, de la force ionique. 
de la viscosite du milieu. 



La temperature notamment, est critique et doit 
rester inferieure a la temperature de fusion (Tm : 
temperature a laquelle 50 % des sequences sont 
sous forme double brin). En solution, la temperatu- 

s re optimale d'hybridation est 25 ° C en dessous de 
la Tm pour une sonde de 150 nucleotides et lege- 
rement plus basse pour les sondes plus courtes. 

Ainsi lorsque Ton veut detecter un mutation 
portant sur une seule base, on peut generalement 

io utiliser, selon les cas, deux types de sondes : des 
sondes d'acide nucleique dites longues, superieu- 
res a 150 nucleotides en general, ou des sondes 
d'acide nucleique dites courtes entre 17 et 24 
nucleotides en general. Si la mutation intervient 

15 dans un site reconnu sp£cifiquement par une enzy- 
me dite de restriction, on peut utiliser la technique 
de Southern : celle-ci comporte les etapes d'isole- 
ment de TADN, de digestion par I'enzyme de res- 
triction, d'electrophorese sur gel, de transfert sur 

20 une membrane et d'hybridation a Paide d'une son- 
de tongue interessant la region de la mutation ; 
apres lavage et autoradiographie, Panaiyse des tall- 
ies des fragments obtenus permet d'infirmer ou 
confirmer la presence de la mutation. Le procede 

25 tres lourd necessite que la mutation inteVesse un 
site de restriction. Si ce n'est pas le cas, on peut 
synthetiser une sonde courte oligonucleotidique de 
17 a 24 nucleotides dont le centre coincide avec la 
mutation que Pon veut detecter. En choisissant des 

30 conditions appropriees d'hybridation et de ringage 
(specifique de chaque systeme), on ne peut obtenir 
une hybridation a Paide de P oligonucleotide mar- 
quee qu'en cas d'homologie parfaite (une seule 
difference nucleotidique. notamment a Pendroit de 

35 la mutation, entraTne la destabilisation de Phybrida- 
tion). 

Cependant, ces differentes methodes presen- 
ted un certain nombre d'inconvenients: 

- conditions de temperature difficiles a mattriser, 
40 pour obtenir une hybridation appropriee ; 

- eventuellement presence obligatoire d'un site de 
restriction ; 

- immobilisation de Pacide nucleique sur membra- 
ne (Southern blot). 

45 Le Brevet Americain AMERSHAM n" 4 656 

127, a permis de pallier certains de ces inconve- 
nients. notamment en ce qu'il permet de detecter 
une mutation presente a un endroit ne presentant 
pas de site de clivage par une enzyme de restric- 

50 tion. 

Ce Brevet Americain n* 4 656 127, decrit une 
methode de detection de la mutation d'une base 
nucleotique specifique dans un fragment d'acide 
nucleique (ADN ou ARN) cible par : 
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(a) hybridation d'une sonde avec la sequence 
cible pour former un hybride d'acide nucleique, 
dans lequel une extremite de la sonde est hybri- 
d£e de maniere adjacente a la base nucleotidi- 
que specifique ; 

(b) melange de I'hybride avec un derive nucleo- 
tidique dans des conditions appropriees a Telon- 
gation de la sonde, de maniere a permettre la 
jonction derive nucleotidique - extremite de la 
sonde, seulement si la base specifique dans la 
sequence cible est (ou n'est pas) la mutation a 
detecter, une sonde associee audit derive nu- 
cleotidique etant resistante a une digestion dans 
des conditions particulieres ; 

(c) digestion de I'hybride par une exonuclease 
dans des conditions telles que le fragment dou- 
ble brin est progressivement digere a partir de 
Pextremite de la sonde a moins que ladite extre- 
mite ait ete mise en jonction avec ledit derive 
nucleotidique ; 

(d) elimination des portions de !a sonde qui ne 
sont plus hybridees a la chaTne d'acide nuclei- 
que ; 

(e) et detection d'une mutation de la base nu- 
cleotidique specifique dans la sequence cible 
par detection de la presence ou de Pabsence de 
la sonde apres digestion. 

Ce procede implique en particulier en plus de 
la sonde, ('utilisation d'un derive nucleotidique 
ayant des proprietes particulieres et comporte de 
ce fait encore de nombreuses etapes. De plus, il 
necessite, pour sa realisation, une immobilisation 
de Pacide nucleique sur une membrane et egale- 
ment un marquage (de la sonde ou du derive 
nucleotidique). 

La presente invention s'est en consequence, 
donne pour but de pourvoir a un procede d'identifi- 
cation d'une base nucleotidique specifique, aise et 
rapide a mettre en oeuvre, qui re pond mieux aux 
necessity de la pratique que les procede s de PArt 
anterieur, notamment en ce que le precede 1 confor- 
me a ('invention ne necessite pas un protocole 
operatoire complexe, e'est-a-dire ne necessite ni 
immobilisation de PADN, ni marquage de la sonde, 
et s'applique a la detection de sequences d'acide 
nucleique particulieres, notamment dans les mala- 
dies genetiques, les maladies cance reuses, les in- 
fections, Pidentification d'indivtdus humains, ani- 
maux ou vegetaux. 

La presente invention a pour objet un procede 
de detection et/ou d'identification d'une base nu- 
cleotidique specifique presente sur une sequence 
d'acide nucleique, caracterise en ce que : 

(1) on hybrid la sequence sur laquelle s trou- 
ve la base a identifier avec un nucleotide de 
longueur suffisante pour permettre une hybrida- 
tion correcte, quelle que soit la temperature de 
reaction, ledit nucleotide s'hybridant avec la se- 



quence cible, de maniere a ce que son extremi- 
te 3' soit adjacente a la base nucleotidique 
specifique a detecter et/ou a identifier ; 

(2) on debute la synthese du brin complementai- 
5 re de I'hybride obtenu en (1), - ledit nucleotide 

servant d'amorce en presence : 

- d'une polymerase sans action exonuclease 
3 5 et 

- d'au moins une base nucleotidique modifier, 
70 de maniere a etre incorporable dans le produit 

d'extension de Pamorce, ladite incorporation blo- 
quant Pefongation dudit produit d'extension ; 

(3) on detecte la base nucleotidique bloquante 
incorporee par tout moyen approprie, ladite de- 

75 tection permettant d'identifier la base nucleotidi- 
que specifique complementaire presente sur la 
sequence cible a analyser. 
On entend par nucleotide, au sens de la pre- 
sente invention, aussi bien un oligonucleotide^! 
20 comprend de 10 a 50 bases qu'un nucleotide pou- 
vant comprendre plus de cent bases. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux 
dudit procede, les bases nucleotidiques bloquantes 
sont des did£soxy nucleotides. 
25 Selon un autre mode de mise en oeuvre avan- 

tageux dudit procede, lesdites bases nucleotidi- 
ques bloquantes sont marquees de maniere appro- 
priee notamment par un marqueur choisi dans le 
groupe qui comprend des sub stances radioacti- 
30 ves, des enzymes, des produits chimiques chromo- 
phores fluorescents ou chimioluminescents et des 
anticorps appropries. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de mise en oeuvre, le marqueur est identique ou 
35 different pour chacune des bases nucleotidiques 
bloquantes. 

Selon une modalite de cette disposition, lors- 
que les quatre bases bloquantes sont marquees a 
Paide de marqueurs differents, la detection des 
40 quatre nucleotides bloquants est avantageusement 
simultanee. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avan- 
tageux dudit procede, lorsque les quatre bases 
bloquantes sont marquees de maniere identique ou 
.45 bien lorsqu'elles ne sont pas marquees, la detec- 
tion des quatre nucleotides bloquants est realisee 
successivement et/ou separement. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de mise en oeuvre, on detecte, de maniere appro- 
50 priee, le pyrophosphate forme lors de la reaction 
de polymerisation. 

En effet, la reaction de polymerisation genere 
la production d'un pyrophosphate, com me suit : 
matrice - amorce + dNTP — > matrice - (amorc 
55 + dNMP) + PPi. 

En mesurant le pyrophosphate dans chaque 
tube de reaction, it est possible de determin r pour 
laquelle des bases une reaction de polymerisation 
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s'est produite. 

Selon une autre disposition avantageuse de ce 
mode de mise en oeuvre, on detecte chaque base 
nucleotidique marquee. 

En effet, chaque tube de reaction contient, en 
ce cas, une seule base nucleotidique marquee, les 
trois autres ne I'etant pas ; la mesure de la base 
marquee (par fluorescence, radioactivite...) permet 
de determiner pour laquelle des bases une reaction 
de polymerisation s'est produite, les bases mar- 
quees non incorporees etant eliminees par lavage. 

Le procede conforme a ['invention a notam- 
ment I'avantage de permettre de definir les condi- 
tions operatoires, independamment de la base nu- 
cleotidique a identifier et de ne pas necessiter 
d'immobilisation de Pacide nucleique sur une mem- 
brane. 

La presente invention a ^galement pour objet 
un kit ou coffret de diagnostic, pret a Pemploi, pour 
la mise en oeuvre du procede conforme a I'inven- 
tion, caracterise en ce qu'il comprend outre les 
quantites convenables de reactifs et tampons adap- 
tes a la mise en oeuvre du procede : 

- des quantites appropriees d'un nucleotide 
(servant d'amorce) capable de s'hybrider avec la 
sequence cible de maniere a ce que son extremite 
3 soit adjacente a la base nucleotidique specifique 
a detecter ; 

- des quantites appropriees de quatre bases nu- 
cleotidiques modifiees de maniere a etre incorpora- 
bles dans le produit d'extension de I'amorce tout 
en bloquant Teiongation dudit produit d'extension ; 
et 

- des quantites appropriees d'une polymerase sans 
action exonuclease 3 5. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit 
kit ou coffret. les bases nucleotidiques modifiees 
sont des didesoxynucidotides (ddTTP, ddGTP, 
ddATP. ddCTP). 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
dudit kit ou coffret, les bases nucleotidiques modi- 
fiees sont marquees de maniere appropriee notam- 
ment par un marqueur choisi dans le groupe qui 
comprend des substances radioactives. des enzy- 
mes, des produits chimiques chromophores fluo- 
rescents ou chimioluminescents et des anticorps 
appropries. 

Selon encore un autre mode de realisation 
avantageux dudit kit ou coffret, il comprend, en 
outre, des reactifs appropries pour le dosage du 
pyrophosphate. 

Outre les dispositions qui precedent, ("invention 
comprend encore d'autres dispositions, qui ressor- 
tiront de la description qui va suivre. 

L'invention sera mieux comprise a Paide du 
complement de description qui va suivre, qui se 
revere a des exemples de mise en oeuvre du 
procede objet de la presente invention. 



II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
exemples sont donnes uniquement a titre d'illustra- 
tion de I'objet de ['invention, dont ils ne constituent 
en aucune maniere une limitation. 



Exemple 1^ : diagnostic de la drepanocytose par le 
procede conforme a rinvenlfon (mesure *des" dide^ 
soxynucleotides fluorescents). ■ 

w 

La drepanocytose ou anemie falciforme est 
due a une mutation dans Tun des exons du gene 0 
codant pour la chaTne £ de Themoglobine (Hb). 
Cette mutation consistant en une substitution d'une 

75 adenine (A) par une thymine (T), modifie le codon 
GAG, traduit en un acide glutamique (en position 
G) dans THb normale, en codon GTG, traduit en 
une valine dans THb anormale (HbS). L' ADN qui a 
ete utilise dans cet exemple correspond a une 

20 sequence d'ADN amplifie simple-brin. 



a) Blocage des amorces d'amplification. 

25 * melanger dans un tube de microcentrifuga- 

tion, pour chaque ADN matrice : 

- 100 ng d'ADN (simple-brin amplifie) 

- 7 ui de tampon Sequenase 5X (= Tris-HCl pH 
7,5, 200 mM ; NaCI, 250 mM ; MgCI 2 , 100 mM) 

30 - H2O qsp 22 ul 

* agiter a Taide d'un vortex et centrifuger rapide- 
ment 

* incuber au bain-marie a 95* C pendant 2 minutes. 

* enlever vite et placer au bain-marie a 37° C 
35 pendant 1 0 minutes. 

* preparer le tampon de reaction pour un gchantil- 
lon d'ADN, constitue de : 

- 2,5 Ul DTT 0.1 M 

- 1 ul d'un melange de ddNTP.dilue au 1/400 
40 (ddTTP : 112 uM ; ddGTP : 1.12 uM ; ddATP : 

3,36 txM ; ddCTP : 8.96 uM) ; et 

- H 2 0 qsp 6,5 ul 

- SequSnase 1 ul (3 unites) 

* enlever les tubes du bain-marie et centrifuger 
45 rapidement, 

" ajouter le tampon de reaction et melanger, 

" placer au bain-marie a 37* C t pendant 5 minutes, 

* enlever les tubes et les placer dans la glace. 

50 

b) Elimination des didesoxynucleotides froids en 
exces 



On utilise les systemes de microseparation 
55 Centricon 3 ou 10 (Amicon) qui, par filtration sur 
. membrane acceleree par centrifugation. permettent 
de retenir des especes mol^culaires de poids mo- 
leculaire supeVieur a 3 000 ou 10 000 Daltons (par 
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exemple: un nucleotide correspond a 330 D et un 
oligonucleotide de synthese de 20 meres corres- 
pond a 6 600 D). 

- disposer le volume reactionnel issu de a) dans un 
"Centricon" 3 ou 10 et diluer si necessaire, 

- centrifuger a moins de 5 000 g en suivant les 
instructions du fabricant, de fagon a recuperer un 
volume minimal, 

- inverser le systeme " Centricon 

- centrifuger pour recuperer le volume reactionnel, 

- ramener le volume obtenu a 12 ul. 



c) Microsequengage (procede conforme a I'inven- 
tion) 

• Pour chaque tube d'ADN, ajouter aux 12 ul : 
-15 ng ^oligonucleotide 5 CATGGTGCACCT- 
GACTCCTG 3' (OA) t correspondant a la sequence 
s'arretant a la base adjacente a la position de la 
mutation 

- 7 ul de Tampon Sequenase 5X tel que defini en 
a) ci-dessus et proceder comme dans a) ; puis 

* preparer le tampon de reaction constitue pour 
chaque echantillon de : 

- 2,5 Ul DTT 0.1 M 

- 1 ul d'une dilution au 1/400eme d f un melange de 
ddNTP fluorescents (ddTTP* : 112uM ; ddGTP* : 
1,1 2uM ; ddATP* : 3,36uM ; ddCTP* : 8,96uM). 
Les didesoxynucleotides fluorescents sont vendus 
par Du Pont (GenesisTM 2000 DNA Analysis Sys- 
tem) ; 

- H 2 0 qsp 6,5 ul 

- Sequenase 1 ul (3 unites) 

* enlever les tubes du bain-marie, centrifuger rapi- 
dement, 

* ajouter le tampon de reaction, melanger, 

* placer au bain-marie h 37* C, pendant 5 mns, 

* enlever les tubes et placer les dans la glace. 

d) Lavage des didesoxynucleotides fluorescents en 
exces: 

* passer les echantillons sur colonne de Sepha- 
dex G50, 

* recuperer les eluats. 

e) Detection 

La detection se fait pour chaque echantillon 
apres migration electrophoretique et excitation par 
une source telle qu'un laser. Le signal est analyse 
par un fluorometre. 

On obtient les courbes a (temoin) et b 
(malade). comme visible sur la figure 1 , qui permet 



de detecter au niveau de la position correspondant 
a une eventuelle mutation, ('incorporation d'un 
ddATP en a, pour I'individu sain et pour I'individu 
malade homozygote en b, I f incorporation d'un 
5 ddTTP. 



Exemple 2 : Microsequengage d'une base sur 
une sequence d'acide nucleique ( ADN du 
10 bacteriophage M13 mp8). " 



a) Materiel de depart 

75 * ADN simple brin de bacteriophage M13mp8 

* Oligonucleotide de synthese dit Primer Universel 
de sequence : 3'TGACCGGCAGCAAAATG5' 
La premiere base incorporee sur I'amorce dans le 
sens 5 ->3' est un G. 



b) Protocole 

Le protocole est equivalent au protocole de 
25 detection de mutation ponctuelle a parti r de Petape 
c de Texemple 1. Les etapes a et b sont inutiles, I' 
ADN du phage Ml 3 etant non contamine par des 
oligonucleotides. 

En variante, le protocole est le suivant : 
30 - 3 ug d^.D.N. simple-brin M13 

- 15 ng d^ligonucleotide primer universel 

- 7 ul de Tampon 5X Sequenase 

- H 2 0 qsp 22 ul 

La detection revele ['incorporation sur le primer 
35 d'un dideoxy GTP, ce qui correspond au resultat 
attendu, comme visible sur la figure 2. qui montre 
les resultats obtenus avec deux dilutions differen- 
tes des ddNTP (1/200 (a) et 1/400eme (b)). 

Ainsi que cela ressort de ce qui pr£c&de. Tin- 
40 vention ne se limite nullement h ceux de ses 
modes de mises en oeuvres, de realisation et du- 
plication qui viennent d'etre decrits de fagon plus 
explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a ('esprit du technicien 
45 en la matiere, sans s'ecarter du cadre, ni de la 
portee de la presente invention. 

Revendicatlons 

50 

1 * ) Proced§ de detection et/ou d'identification 
d'un bas nucleotidique specifique present sur 
une sequence d'acide nucleique, caracteris^ en ce 
que : 

55 (1) on-hybride la sequence sur laquelle se trou- 
v la base a identifier avec un nucleotide de 
longueur suffisante pour permettre une hybrida- 
tion correcte, quelle que soit la temperature de 
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reaction, ledit nucleotide s'hybridant avec la se- 
quence cible, de maniere a ce que son extremi- 
te 3 soit adjacente a la base nucleotidique 
specifique a detecter et/ou a identifier ; 

(2) on debute la synthese du brin complementai- 
re de I'hybride obtenu en (1), - ledit nucleotide 
servant d'amorce -, en presence : 

- d'une polymerase sans action exonuclease 
35' et 

- d'au moins une base nucleotidique modifiee, 
de maniere a etre incorporable dans le produit 
d'extension de ('amorce, ladite incorporation blo- 
quant I'etongation dudit produit d'extension ; 

(3) on detecte la base nucleotidique bloquante 
incorporee par tout moyen approprie\ ladite de- 
tection permettant d'identifter la base nucleotidi- 
que specifique complementaire presente sur la 
sequence cible a analyser. 

2 * ) Procede selon la revendication 1 , caracterise* 
en ce que les bases nucieotidiques bloquantes 
sont des didesoxynucteotides. 

3 * ) Procede selon la revencication 1 ou la revendi- 
cation 2, caracterise en ce que lesdites bases 
nucieotidiques bloquantes sont marquees de ma- 
niere appropriee. notamment a Taide d'un mar- 
queur choisi dans le groupe qui comprend des 
substances radioactives, des enzymes, des pro- 
duits chimiques chromophores fluorescents ou chi- 
mioluminescents et des anticorps appropries. 

4*) Procede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que le marqueur est identique ou different 
pour chacune des bases nucieotidiques bloquan- 
tes. 

5*) Procede selon la revendication 4, caracterise 
en ce que lorsque les quatre bases bloquantes 
sont marquees a I'aide de marqueurs differents, la 
detection des -quatre nucleotides bloquants est 
avantageusement simultanee. 
6") Procede selon Tune queiconque des revendi- 
cations 1 a 4, caracterise en ce que lorsque les 
quatre bases bloquantes sont marquees de manie- 
re identique ou bien lorsqu'elles ne sont pas mar- 
quees, la detection des quatre nucleotides blo- 
quants est realisee successivement et/ou separe- 
ment. 

7*) Procede selon la revendication 6, caracterise* 
en ce qu'on dose, de maniere appropriee, le pyro- 
phosphate forme lors de la reaction de polymerisa- 
tion, ledit dosage de pyrophosphate permettant de 
determiner pour laquelle des bases une reaction de 
polymerisation s'est produite. 
8*) Procede selon la revendication 6, caracterise* 
en ce qu'on detecte chaque base nucleotidique 
bloquante marquee. 

9*) Kit ou coffret de diagnostic, pret a J'emploi, 
pour la mise en oeuvre du procede selon Tune 
queiconque des revendication s 1 & 8, caracterise 
en ce qu'H comprend outre les quantites convena- 



bles de reactifs et tampons adaptes a la mise en 
oeuvre du procede : 

- des quantites appropriees d'un nucleotide, ser- 
vant d'amorce, capable de s'hybrider avec la se- 

5 quence cible de maniere a ce que son extremite 3' 
soit adjacente a la base nucleotidique specifique a 
detecter ; 

- des quantites appropriees de quatre bases nu- 
cieotidiques modifiees, de maniere a etre incorpo- 

;o rabies dans le produit d'extension de I'amorce tout 
en bloquant Pelongation dudit produit d'extension ; 
et 

- des quantites appropriees d'une polymerase sans 
action exonuclease 3 5 . 

T5 10*) Kit ou coffret selon la revendication 9, carac- 
terise en ce que les bases nucieotidiques modi- 
fiees sont des didesoxynucleotides. 
1 1 " ) Kit ou coffret selon la revendication 9 ou la 
revendication 10, caracterise en ce que les bases 

20 nucieotidiques modifiees sont marquees de manie- 
re appropriee, notamment a Taide d'un marqueur 
choisi dans le groupe qui comprend des substan- 
ces radioactives, des enzymes, des produits chimi- 
ques chromophores fluorescents ou chirniolumines- 

25 cents et des anticorps appropries. 

12*) Kit ou coffret selon Tune queiconque des 
revendications 9 a 11, caracterise en ce qu'il com- 
prend, en outre, des reactifs appropries pour le 
dosage du pyrophosphate. 

30 13* ) Application du procede selon Tune queicon- 
que des revendications 1 a 8, a la detection de la 
presence de sequences d'acides nucleiques parti- 
cu lie res associees a des maladies, telles que mala- 
dies genetiques ou maladies cancereuses, a des 

55 infections, ou propres a permettre ("identification 
d'individus humains, animaux ou vegetaux. 
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